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研究成果の概要（和文）：今回の研究目的は、胃癌細胞における細胞増殖シグナルに及ぼすニト
ロソ化及びリン酸化RKIP (Raf kinase inhibitor protein) の影響を評価することである。RKIP
のニトロソ化は、RKIP のリン酸化を抑制したが、ニトロソ化した RKIP は、胃癌細胞におけ
る増殖シグナルを増加させた。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of the current study is to evaluate the effect of 
nitorosylated- and phosphorylated-RKIP (Raf kinase inhibitor protein) on cell-proliferation 
signal in human gastric cancer (AGS) cells. RKIP-nitrosylation was significant reduction in 
the phophorylation level of RKIP in AGS cells. On the other hand, cell proliferation signal 
was up-regulated by an expressive increase in nitrosylation level of RKIP. 
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１．研究開始当初の背景 
胃の NO は、L-アルギニンを基質とする
NO 合成酵素 (NOS) から産生されるだけ
でなく、食餌、特に野菜由来の硝酸塩や亜
硝酸塩からも酵素的、化学的に産生される 
[1]。これまでに胃における NO は、血流維
持、抗酸化作用や感染防御等の粘膜保護作
用を有し、胃の恒常性の維持に極めて重要
な役割を果たすことが知られている。我々
は、このような多彩な NO の生理作用を紐
解く目的で、NO または NO 関連分子が仲
介する普遍的、特異的、可逆的な翻訳後修
飾の一つの形態として機能するタンパク質
の S-ニトロソ化[2,3]に着目し、胃粘膜上皮
細胞の S-ニトロソ化タンパク質を網羅的
に解析した（平成 15-16 年度 若手研究 B; 
16790391）。その結果、胃粘膜上皮細胞内に
は、60 以上の S-ニトロソ化タンパク質が検
出された。そのうち 32 個の S-ニトロソ化
タンパク質を同定し、それらは分子シャペ
ロン、代謝酵素、細胞外マトリックス、細
胞骨格、情報伝達系タンパク質、分化増殖
に関連したタンパク質に分類された。これ
ら 32 個のタンパク質のうち、8 個のタンパ
ク質が新規 S-ニトロソ化タンパク質であ
ることがわかった（論文投稿準備中）。 
興味深いことに、新規同定された S-ニト
ロソ化タンパク質の中に、癌の増殖を抑制
する Raf kinase inhibitor protein (RKIP) が含
まれていた。 RKIP は、Raf と結合するこ
とで癌細胞増殖シグナルの一つである
Raf/MEK/ERK のリン酸化による活性化を
抑制しているが、ホルボールエステルのよ
うな発癌プロモーターによって PKC が活
性化されると、RKIP のセリン残基がリン
酸化され、Raf を解離し、解離した Raf が
MEK をリン酸化し、MEK が ERK1/2 をリ
ン酸化する一連のシグナル伝達が起こり、
最終的に細胞増殖シグナルが引き起こされ
る[4-6]。 
RKIP は、その構造中に 2 つのシステイ
ン残基(Cys132, Cys167)を有し、酸化ストレス
時に、ジスルフィド結合を形成する可能性
が報告されているものの[7]、より詳細な解
析はこれまで行われていない。我々は、上
述した AGS 細胞での予備的検討に加え、三
次 元 構 造 解 析 デ ー タ ベ ー ス 
(Swiss-PdbViewer) から、RKIP のどちらの
システイン残基もリン酸化を受けるセリン
残基 (Ser153) 近傍に位置していることを確
認している。 
 
２．研究の目的 
生体内における一酸化窒素(NO)仲介性
のタンパク質システイン残基の S-ニトロ
ソ化は、タンパク質リン酸化同様、普遍的、
特異的、可逆的な翻訳後修飾の一形態とし
て機能していることが明らかにされつつあ
る。これまでに我々は、生体内で高濃度の
NO を産生する胃粘膜上皮細胞の S-ニトロ
ソ化タンパク質をプロテオミクスアプロー
チにて解析し、8 つの新規 S-ニトロソ化タ
ンパク質を発見した。その中の一つに、癌
の増殖を抑制するタンパク質である、Raf 
kinase inhibitor protein (RKIP)が含まれてい
た。RKIP は、主要な癌細胞増殖シグナル
である Raf/MEK/ERK 経路を抑制している
一方で、発癌プロモーターであるホルボー
ルエステル刺激によって、PKC が活性化さ
れると RKIP のセリン残基がリン酸化され、
このシグナルカスケードの抑制が遮断され、
下流の ERK1/2 のリン酸化が起こり癌細胞
増殖シグナルが開始される。 
我々は、RKIP と ERK の発現しているヒ
ト胃癌細胞株 (AGS 細胞)を用いて、血清飢
餓状態の細胞に S-ニトロソグルタチオン 
(GSNO) を前処理し、AGS 細胞のタンパク
質を S-ニトロソ化し、その後ホルボールエ
ステル刺激を行ったところ、ERK1/2 のリ
ン酸化の増加が顕著に抑制されたことを見
いだした。これらの結果から、RKIP によ
る Raf/MEK/ERK シグナルが、翻訳後修飾
によるS-ニトロソ化RKIPとリン酸化RKIP
のインタープレイによって制御されている
可能性が示唆された。 
そこで本研究では、癌細胞増殖の中心的
役割を果たしている Raf/MEK/ERK シグナ
ル伝達経路における S-ニトロソ化 RKIP の
本質的な役割を詳細に検討した。 
 
３．研究の方法 
 
AGS 細胞を使用して、ホルボールエステ
ルである PMA 及び GSNO 存在、非存在下
で RKIP のリン酸化とニトロソ化の検出を
Western blot 法にて行う。RKIP と Raf の結
合能、MEK 及び ERK のリン酸化レベルの
解析を免疫沈降法と免役染色法にて行った。 
 
４．研究成果 
 
以下の知見が得られた。(1) RKIP のニトロ
ソ化は、RKIP のリン酸化を妨げた。(2) 
RKIP のニトロソ化は、MEK へのニトロソ
基転反応を介して、Raf/MEK/ERK カスケ
ードの活性化を増強した。(3) ニトロソ化
した RKIP は、MEK のリン酸化反応には直
接影響せず、MEK と結合することによって、
ニトロソ化 MEK となり、これが ERK リン
酸化を引き起こすことを示した。以上の結
果より、ニトロソ化RKIPは、細胞内でRKIP
のリン酸化反応を干渉する一方で、リン酸
化 RKIP と は 全 く 異 な る 機 構 で 、
Raf/MEK/ERK シグナルの活性化を導き、こ
の機構が、MEK のニトロソ化によって起こ
ることを国内外で初めて明らかにした。本
研究成果は、今後の癌（特に胃癌）治療薬
の新規標的となる有用なエビデンスを提供
することができたと思われる。 
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